
 

 

  )مقاله پژوهشي(

اي جدا شده از موارد باليني در تهران با  بررسي مولكولار اپيدميولوژي شيگلا سونه

  RAPD-PCRروش 
 

  ***جليل انتشاري, **سيد حميد زرکش اصفهاني, ۱*زاد آرمان رستم

  
  چكيده

ايـن بيمـاري   . شـود  سال ديـده مـي   ۱۵ كمتر ازشود اغلب در  هاي شيگلا ايجاد مي وسيله انواع سويهه ب شيگلوز :زمينه و هدف

بـا كـاهش رشـد كودكـان و      نمايـد و  جوامع با سطح پايين بهداشت به شكل اپيدميك و آندميك بـروز مـي  و در  بسيار مسري

اي در  ميزان ابتلاء به شيگلا سـونه  چون که. همراه مي باشد )Hemolytic uremic syndrome( سندروم اورمي هموليتيك

در طـول   بنـابراين  باشـد،  ارزيابي كيفيت بهداشـت يـك جامعـه    يك شاخص بهداشتي در تواند مختلف مي هاي سني بين گروه

  اي بـه روش  هـاي سـني مختلـف بـه شـيگلا سـونه       هـاي تهـران ميـزان آلـودگي گـروه      در بيمارستان ۱۳۸۵تا  ۱۳۸۱هاي  سال

RAPD-PCR )Random Amplified Polymorphic DNA (مورد ارزيابي قرار گرفت .  

مـورد  ) درصـد  ۴۰(دختـر  ۲۴و ) درصـد  ۶۰(پسـر   ۳۶اي مربوط به  ايزوله شيگلا سونه ۶۰در اين بررسي جمعاً  :روش بررسي

 ، اندول، ليزين دكربوكسيلاز، اورنتينH2S، سيترات،MRتست حركت، ( ها به دو روش بيوشيميايي  ايزوله. طالعه قرار گرفتندم
   RAPD-PCRاي از تسـت   هاي شيگلا سـونه  يد نهايي ايزولهپس جهت تأيو س و سرولوژي تاييد) ONPGدكربوكسيلاز و 

  . استفاده شد

در  )درصـد  ۷/۳۶(بيمار  ۲۲بيشترين ميزان شيوع  در بين آنهاتقسيم شدند که  مختلف بيمار به پنج گروه سنی ۶۰اين  :يافته ها

  . مشاهده گرديد سال ۹روه سني بيشتر از در گ درصد ۶/۱يوع كمترين ميزان ش قرار گرفتند و گروه سني يك تا دو سال

بـه واسـطه داشـتن     گي نسبتاً مناسـبي دارد و قدرت تمايز دهند RAPD-PCRمطالعه حاضر نشان داد كه روش  :نتيجه گيري

 طبقه بنـدي  قدرت افتراقي بالا، قابليت تيپ بندي و تكرار پذيري، كم هزينه، سريع و آسان بودن مي تواند روش مناسبي جهت 

  ۲۷۹ ‐٢٨٩): ٣( ٩ ؛١٣٨٩ م ع پ .اپيدميولوژيكي باشد اتهاي شيگلا در مطالع ايزوله

  

  RAPD-PCRشيگلوز، اپيدميولوژي،  :گان كليد واژ
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  مقدمه

ــاك اســهال خــوني   شــيگلا عامــل بيمــاري خطرن

 ـ ؛ويژه در كودكان كم سـن و سـال اسـت   ه ب) شيگلوز( ه ب

درصد از موارد عفونت را كودكـان كمتـر از    ۷۰كه  طوري

ايـن بيمـاري نسـبت بـه سـاير      . دهنـد  مي سال تشكيل ۱۵

اشكال گاستروانتريت از شدت بالاتري برخوردار بوده و با 

حالي و كسالت مشخص  اسهال خوني، دردشكمي، تب، بي

مدفوعي انتقـال   ‐بيماري شيگلوز از طريق دهاني. گردد مي

هاي آلوده افراد و بـه   يافته كه در وهله اول از طريق دست

  ).۱(شود  يق آب و غذاي آلوده منتقل ميميزان كمتر از طر 

توانـد بـه    بيماري شيگلوز بسيار مسري بوده و مـي 

سرعت در ميان جوامع با استانداردهاي بهداشـتي و سـطح   

در منـاطق جغرافيـايي   . پايين بهداشت شخصي انتشار يابد

ماهگي  ۲۴تا  ۱۸آندميك شيگلوز، اوج بروز ديسانتري در 

سالگي در بـين كودكـان در    ۵ پيوندد و تا سن وقوع ميه ب

  ). ۲،۳،۴(ماند برخي جوامع در حد نسبتاً بالايي باقي مي

متعددي جهت گـروه بنـدي    طبقه بنديهاي  روش

ــويه ــت   س ــده اس ــي ش ــيگلا طراح ــاي ش ــابي . ه در ارزي

اپيـدميولوژي بـر    ه هـاي در مطالع ـ طبقه بنديهاي  سيستم

روي عوامل عفوني چندين معيار اساسي از جملـه قـدرت   

بندي و تكرارپذيري بسيار مهم  تيپ فتراقي تكنيك، قابليت ا

چندين روش نيز بـر پايـه فنـوتيپي يـا ژنـوتيپي      . باشند مي

  ).۵،۶(شيگلا طراحي گرديده است طبقه بنديجهت 

 ـ  طبقه بنديهاي فنوتيپي كه براي  روش ه شـيگلا ب

هاي  سيستم. اند، قدرت افتراق دهندگي كمي دارند كار رفته

ــدي  ــه بنـ ــميدها و    طبقـ ــايش پلاسـ ــاس آزمـ ــر اسـ بـ

امـا  . انـد  باكتريوفاژتايپينگ نيز در مورد شيگلا استفاده شده

هـاي سـنتي    هاي ناشـي از شـيگلا بـا روش    رديابي اپيدمي

توان  گير بوده و همچنين در خيلي از موارد نمي بسيار وقت

هـاي   هـاي دخيـل در اپيـدمي را از سـويه     به درستي سويه

مچنـين اسـتفاده از آنهـا بـه علـت      ه. آندميك متمايز نمود

هايي همراه  ها با محدوديت بندي بودن برخي سويه تيپ غير

نيــاز اســت از  هــا جهــت حــل ايــن مشــكل. بــوده اســت

هزينـه، سـريع و    هاي با قدرت تكرارپذيري بالا، كـم  روش

ــه طبقــه بنــديآســان جهــت  هــاي شــيگلا اســتفاده  ايزول

  ). ۵،۶(شود

علت پايداري در  ژنوتيپي به طبقه بنديهاي  روش

هـا حفـظ    ها و اينکه آنها تا حد زيادی در بين گونه بيان ژن

هــاي  انــد و قــدرت بــالاي تمايزدهنــدگي، بــر روش شــده

هـاي بيولـوژي    كارگيري روشه ب. فنوتيپي ارجحيت دارند

هاي ميكروبيولوژي باعث شده  ملكولي در بيشتر آزمايشگاه

از جملـه   ينـگ تايپونهاي ژ روش تمايل به استفاده ازاست 

PFGE )Pulsed-field gel electrophoresis ( و

ترن بـلات قطعـات بـرش    ااساس آناليز سر ب تايپينگ ريبو

  هــاي بــر پايــه روشو  ،هــاي ريبــوزومي داده شــده اپــرون

 PCR انند ـمــــهAP-PCR)Arbitary primer(، 

RAPD -PCR و ERIC-PCR  

)Enterobacterial Repetiter Intergenic Consensus (و   

REP-PCR ) Repetitre Extragenic Palindromi ( 

  . ) ۵( بيشتر شود

اي در بين  كه ميزان ابتلاء به شيگلا سونه از آنجائي

تواند بـه عنـوان يـك شـاخص      هاي سني مختلف مي گروه

بهداشتي در ارزيابي كيفيـت بهداشـت يـك جامعـه مـورد      

ارائه شـده  هاي  ها و گزارش توجه باشد و از طرفي تخمين

در مورد شيوع شـيگلوز خيلـي كمتـر از ميـزان واقعـي آن      

باشند زيـرا در اكثـر مـوارد بيمـاري را فقـط از طريـق        مي

دهنـد، بنـابراين در    هاي آزمايشگاهي تشخيص مـي  بررسي

هـاي بيولـوژي    اين مطالعه سعي شده تا با استفاده از روش

برای اولين بار   RAPD-PCRويژه روش ه لكولي و بوم

هاي تهران مـورد   اي در بيمارستان يزان شيوع شيگلا سونهم

بر اساس اطلاعات ما تا زمان انجام اين  .ارزيابي قرار گيرد

تحقيق بررسي مشـابهي در ايـن مـورد در ايـران صـورت      

درضمن رديابي اپيدمي هاي ناشي از شـيگلا  . استنگرفته 

خيلـي از   و در اسـت هاي سنتي بسيار وقت گيـر   با روش

هاي  هاي دخيل در اپيدمي را از سويه توان سويه موارد نمي

همچنين استفاده از آنها به علت غيـر  . آندميك متمايز نمود

هـايي   ها با محـدوديت  ممكن بودن تيپ بندي برخي سويه
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ــ ــت ه ــوده اس ــكل از  . راه ب ــن مش ــل اي ــت ح   روش جه

RAPD-PCR    ،كه داراي قابليت تشخيص و افتراق بالا

كرار پذيري زياد، هزينه كم، سريع و آسان جهـت  قدرت ت

  .استفاده شدمي باشد هاي شيگلا  ايزوله طبقه بندي

  

  روش بررسي

هـا در   ه نمونـه اين مطالعدر : جمعيت مورد مطالعه

از مدفوع بيمـاران مبـتلا بـه     ۱۳۸۵تا  ۱۳۸۱های  طول سال

های تهـران مراجعـه کردنـد     اسهال خونی که به بيمارستان

ــه و ــر تهي ــوژی   س ــگاه  ميکروبيول ــش آزمايش ــه بخ يعاً ب

و بـرای   ندتهران منتقـل شـد  ) ص(بيمارستان خاتم الانبياء

ای مورد بررسـی قـرار    جداسازی شيگلا سونه تشخيص و

   .گرفتند

ليـزين   ‐هـا در محـيط کشـت زيلـوز     تمامی نمونه

ساعت  ۲۴تلقيح و به مدت   (XLD)دوکسی کولات آگار

ــای  ــانتيگراد ان  ۳۷در دم ــه س ــدند درج ــه ش ــپس . کوب س

هـای کشـت داده شـده     هـای لاکتـوز منفـی از پليـت     کلنی

هــای بيوشــيمايی و  برداشــت شــده و بــرای انجــام تســت

ای مـورد   سرولوژی جهت تشخيص احتمالی شيگلا سـونه 

  ).۷،۸(استفاده قرار گرفتند

هـای   ای از تسـت  برای تشخيص اوليه شيگلا سونه

دکربوکسيلاز، ليزين  ، اندل، H2S، سيترات  MRحرکت، 

استفاده شد و نتايج ايـن   ONPGاورنيتين دکربوکسيلاز و

به  ATCC9290ای رفرنس  ها با سويه شيگلا سونه تست

  ).۶،۹(عنوان سويه کنترل مقايسه گرديد

 های باکتريايی شيگلا با آنتی سرم پلی کلونال نمونه

(Mast Co. Merseyside U.K) ــ  تره صــوکــه ب

ش آگلوتيناسـيون بـر روی   تجاری در دسترس بـود بـا رو  

  ).۶،۱۰(اسلايد مورد تاييد قرار گرفتند

هـا   بيوتيـک ي ها به آنت اکتريسی حساسيت بتست برر     

  :)آنتی بيوگرام(

ــاکتري  ــه آنتــی  تســت بررســی حساســيت ب هــا ب

ه های مختلف با روش انتشار ديسک توصيه شده ب بيوتيک

يوتيک های آنتی ب با استفاده از ديسک CLSIوسيله کميته 

 بيوتيـک   آنتـی  .ام شدجان (Mast Co)جاری در دسترست

: هــای مــورد اســتفاده در ايــن بررســی عبــارت بودنــد از  

 ‐) µl ۳۰(ناليديکســـيک اســـيد ‐) µl ۳۰(جنتامايســـين

و ) µg ۲۵(کوتريموکسـازول   ‐) µg۵( سيپروفلوکساسين

‐) µg ۲۵(سفترياکســـون   ‐) µg ۳۰(تـــری متـــوپريم 

در اين   .) µg ۳۰(آموکسی سيلين  ‐)µg ۳۰(تتراسيکلين 

متـر بـه عنـوان     ميلي ۱۳بررسی تشکيل هاله رشد کمتر از 

متر به عنـوان حسـاس بـه     ميلي ۱۸مقاوم و هاله بيشتر از 

   ).۸،۱۱(شد آنتی بيوتيک تلقی مي

ای جدا شـده در گليسـرول    های شيگلا سونه نمونه

درجـه سـانتيگراد    ۷۰درصد تهيـه و در دمـای منهـاي     ۱۵

بـار بـا اسـتفاده از     هداری شدند و هر دو تا سه ماه يکنگ

هـای   سـالين بـافر بـه آزمايشـگاه     ‐محيط انتقالی گليسرول

تحقيقاتی بخش ميکروبيولوژی دانشگاه اصفهان برای تاييد 

بـــا اســـتفاده از  RAPD-PCRمجــدد و انجـــام روش  

هـای يخـی و نگهـداری در شـرايط انجمـاد ارسـال        کيسه

  ). ۸(شدند

ها در بخش ميکروبيولـوژی دانشـگاه    نهتمامی نمو

ييد مجـدد  أهای فوق مورد ت اصفهان در ابتدا با انجام تست

قـرار    RAPD-PCRقرار گرفته و سپس تحت آزمايش 

  .گرفتند

پس از تهيه كشت خالص  DNAجهت استخراج 

كشت   LBيك كلني از باكتري بر روي محيط  ،از باكتري

 ۳۷ن در حرارت ساعت انکوباسيو ۲۴داده شد و پس از 

يون ـسـپانــوسـر از سـتـيـل يـلـيـم ۲گراد ـيـدرجه سانت

هزار  ۴ا ـه بـقـدقي ۵دت ـري به مـاکتـت بـمحيط کش

سپس مايع رويي را . تريفوژ گرديدـانـه سـيقـدور در دق

ميلي ليتر از بافر ليز کننده  ۶۲۰ ،دور ريخته و به رسوب

 ميلي مولار ۵۰هشت،   pHميلي مولار با  ۱۰تريس (
EDTA ( Ethylene Diamid Tetra Acetic Acid)  

و  SDSد ـک درصـي ميلي مولار کلريد سديم، ۱۰۰ 

اضافه ) ميلي گرم در ميلي ليتر ۴/۰به مقدار  Kپروتئيناز 

 ۵۶در مرحله بعد مخلوط بدست آمده در حرارت . گرديد

گرديد و  ساعت انکوبه مي ۱درجه سانتيگراد به مدت 

 ۱۰به مدت  گراد يـتـانـسه ـدرج ۱۰۰رارت ـسپس در ح
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 ، ازهم حجم آنبه اندازه سپس . شد دقيقه قرار داده مي

) v/v/v ۱ :۲۵:۲۴(ل ايزوآميل الک ‐کلروفرم ‐مخلوط فنل

طور مختصر ورتکس ه ها  ابتدا ب اضافه نموده و لولهبه آن 

درجه سانتيگراد به  ۴گرديدند و سپس در حرارت  مي

مي هزار  دور در دقيقه سانتريفيوژ  ۱۳دقيقه با  ۱۰مدت 

و جهت  نددر مرحله بعد مايع رويي را جدا نمود. شدند

حجم آن ازه اند هم ،حذف مقدار ناچيز فنل در نمونه

درجه سانتيگراد به مدت  ۴کلروفرم اضافه و در حرارت 

. گرديد هزار دور در دقيقه سانتريفيوژ  ۱۳دقيقه با  ۱۰

و به دو برابر حجم آن  كردهسپس لايه بالايي را جدا 

ها در حرارت منفي  و نمونهشد ايزوپروپانول سرد اضافه 

در . شدند دقيقه قرار داده  ۱۰درجه سانتيگراد به مدت  ۲۰

درجه سانتيگراد به مدت  ۴ها در حرارت  مرحله بعد لوله

گرديدند  هزار دور در دقيقه سانتريفوژ مي ۱۳دقيقه در ۱۵

 ۱۵۰۰و مايع رويي جدا و جهت شستشوي رسوب، مقدار

 ۴صد اضافه و در حرارت در ۷۰ميکروليتر از اتانل سرد 

هزار دور در دقيقه  ۱۳دقيقه با  ۵درجه سانتيگراد به مدت 

مايع رويي جدا و رسوب در هوا . شد سانتريفيوژ انجام 

 TEميکروليتر از بافر  ۱۰۰خشک شده و رسوب در 

)Tris-HCL  ميلي مولار و  ۱۰در مقدارEDTA(  حل

  ).۱۲،۱۳(گرديد 

RAPD-PCR   
  ARB11از پرايمر    RAPD-PCRجهت انجام

5'-CTAGGACCGC-3')( استفاده گرديد)۱۳، ۵ .(  

ميکروليتر محلـول بـه شـرح     ۵۰در  PCRواکنش 

  .ذيل انجام گرفت

Water: 26.5µL  
10X PCR buffer: 5µL 
Mgcl 2 (25mM): 5µL 
dNTPs (1mM): 5µL 
Primer (10pmol /µL): 5µL 
Taq polymerase (5u /µL): 0.5µL 
DNA (20ng/ µL): 3µL 

ــه  ــ PCRچرخ ــت ه ب ــام گرف ــر انج  صــورت زي

)۱۳،۱۴.(  

Pre-PCR: 94°C/5mim 

PCR: [94°C/30sec.- 40°C/1mim.- 
72°C/1mim.]-35 cyclos 
Final extension: 72°C/7mim  

درصد حاوي نيم ميکروگـرم در ميلـي    ۱از آگارز 

. ليتر اتيديوم بروميـد جهـت الکتروفـورز اسـتفاده گرديـد     

به هر کـدام از   PCRميکروليتر از هر محصول  ۲۰حدود 

 ۱۲۰سـاعت در   ۲هاي ژل منتقل گرديد و به مدت  چاهک

ها بـر روي ترانسـلوميناتور    ژل. ولتاژ الکتروفورز گرديدند

و از باندهاي مشـاهده شـده عکـس تهيـه     قرار داده شدند 

طبقـه  اي بعـدي و  ه ـهـا جهـت آناليز   و تصاوير ژل گرديد

  .گرديد ها بر روي ديسکت ثبت مي ايزوله بندي

  

  ها يافته

های بيوشيميايی و سـرولوژی تعـداد    با انجام تست

نتايج . ای تشخيص داده شد نمونه آلوده به شيگلا سونه ۶٠

درصـد    ٩۶کـه بيشـتر از    بررسی آنتی بيـوگرام نشـان داد  

به کوتريموکسـازول و ناليديکسـيک   ) ايزوله ۵٨(سويه ها 

  ١٠٠(هـا   کـه تمـامی ايزولـه    حـالي  در. اسيد مقاوم بودنـد 

ــه سيپروفلوکساســين، جنتامايســين و  ) درصــد حســاس ب

بــه ) درصــد  ٨۵(ســويه  ۵١تعــداد سفترياکسـون بودنــد و 

  ســـويه ۵٩ آموکســـی ســـيلين و تتراســـيکلين و تعـــداد

  .تری متوپريم حساس بودند به) درصد  ٩٨(

های مدفوع بيماران مبـتلا بـه اسـهال     در بين نمونه

اي بودند  مبتلا به عفونت شيگلا سونه ،بيمار ۶۰کلاً ،خونی

) درصد  ۴۰(دختر نفر  ۲۴و ) درصد  ۶۰(پسرنفر  ۳۶که  

 .سـيم شـدند  گـروه مختلـف تق   ۵ايـن بيمـاران بـه    . بودند

 ۳۹قـرار گرفتنـد کـه شـامل      ۱ها در گروه  بيشترين ايزوله

  ۱۰( مـورد  ۶ تعـداد  ۲در گـروه  . بـود ) درصـد   ۶۵( مورد

و در ) درصـد   ۸/۱۱(مـورد   ۷تعداد  ۳و در گروه ) درصد

  ۴ تعداد ۵و در گروه ) درصد  ۶/۶(مورد  ۴ تعداد ۴گروه 

وع در بيشترين ميـزان شـي  . قرار داشت) درصد  ۶/۶( مورد

 ـ ۲تا  ۱گروه سني  کـه در   طـوري ه سال مشاهده گرديد، ب

اي مبـتلا   به شيگلا سـونه ) درصد ۷/۳۶(بيمار ۲۲اين گروه 

يشـتر  همچنين کمترين ميزان شيوع در گروه سـني ب . بودند
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توزيع فراوانـي بيمـاران   . سال مشاهده گرديد ۹ از

اي  بر حسب سن در جـدول   مبتلا به عفونت شيگلا سونه

  .نشان داده شده است ۱

هـاي   پس از انجام الکتروفـورز و مشـاهده عکـس   

ايزولـه   ۶٠هاي آگارز مشخص گرديد کـه   تهيه شده از ژل

گيرنـد و   اي در پـنج گـروه مختلـف قـرار مـي      شيگلاسونه

قـرار   ١در گـروه   )درصـد  ۶۵(مورد  ٣٩ها  ايزولهبيشترين 

توزيع فراواني الگوهاي مشـاهده شـده و    ٢جدول . گرفتند

 .ترين الگو نشان داده شده است شايع ١در شکل 

 ۱های شود در رديف طور که در شکل ديده می همان     

باندهای مولکولی کاملا مشابه و غير قابل تفکيکی  ۱۴ تا

دهنده اين نکته است که سويه های  شود که نشان ديده مي

باکتريايی عامل شيگلوزيس دارای يک منشاء و با درصد 

دارای قرابت ژنتيکی بسيار نزديکی  ياطمينان بيشتر

  .اند بوده

 
هاي داراي  مربوط به برخي از سويه ۱۴تا  ۱هاي  رديف. ۱مربوط به الگوي شماره RAPD-PCRژل الکتروفورز محصول : ۱شكل

  جفت بازي ۱۰۰مربوط به مارکر    Mهاي رديف. ۱الگوي شماره

  

  هاي شهر تهران اي بر حسب سن در بيمارستان توزيع فراواني بيماران مبتلا به عفونت شيگلا سونه: ۱جدول 

  نتايج 

  درصد تعداد سن به سال

١< ۷ ۷/۱۱  

١‐٢ ۲۲ ۷/۳۶  

٣‐٤ ۸ ۳/۱۳  

۵‐۴ ۷ ۷/۱۱  

۶‐۵ ۶ ۱۰ 

۷‐۶ ۴ ۷/۶ 

۸‐۷ ۲ ۳/۳ 

۹‐۸ ۳ ۵ 

٩> ۱ ۶/۱ 

  ۱۰۰ ۶۰ جمع
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  اي ايزوله شيگلا سونه ۶۰در بين  RAPD-PCRتوزيع فراواني الگوهاي مشاهده شده توسط  :۲جدول 

  نتايج  

  درصد  تعداد  شماره الگو

۱  ۳۹  ۶۵  

۲  ۶  ۱۰  

۳  ۷  ۸/۱۱  

۴  ۴  ۶/۶  

۵  ۴  ۶/۶  

  

توزيع فراوانی بيماران مبـتلا بـه عفونـت     ۱جدول

هـای شـهر    ای را بر حسب سن در بيمارسـتان  شيگلا سونه

دول پيداسـت  طـور کـه از ج ـ   همـان . دهد تهران نشان مي

سـال ديـده    ۲تـا   ۱در گـروه سـني    بيشترين ميزان ابـتلاء 

 سـال  ۹ بيشـتر از و کمترين ميزان ابتلاء در افراد  .شود مي

  .است

توزيـع فراوانـي الگوهـاي مشـاهده شـده       ۲جدول

اي را  ايزوله شيگلا سونه ۶۰در بين  RAPD-PCRتوسط

نفر از افراد آلوده دارای توزيـع   ۳۹دهد که در آن  نشان مي

 الگــوی يکســانی از نظــر بانــد ايجــاد شــده در آزمــايش

RAPD ند که نشان دهنده يکی بودن عامل ده را نشان مي

قرابـت ژنتيکـی بسـيار     درصد ۱۰۰بيماری و يا با اطمينان 

  .باشد نزديک عوامل بيماری مي

  

  بحث  

حـاد اسـت کـه     يتترآنگاسـترو شيگلوزيس يـک  

شـود و يکـی از    های شيگلا ايجـاد مـي   بوسيله انواع سويه

ترين عوامل بيماری و مرگ و مير در کودکان مبتلا به  عمده

کشورها و يک مشکل عمده سلامت عمومی در  اسهال در

ميزان ابتلاء به شيگلوزيس در ). ۱۰،۱۱(سطح جهانی است 

  ۶۹ميليــون نفـر اســت کـه معمــولا    ۷/۱۶۴جهـان سـالانه   

سـال مبـتلا    ۵ كمتر ازدرصد موارد مرگ و مير در کودکان 

اين بيماری به شدت ). ۸،۱۱،۱۵(شود به اسهال را سبب می

مسری بوده و از طرفـی وجـود الگوهـای مقاومـت چنـد      

  ر ـظـا را از نـهـيت آنـا اهمـه بيوتيکی در اين باکتري آنتی

  

  

مطالعات اپيدميولوژيکی و کلينيکی بـيش از پـيش   

  ).۶،۸(نشان مي دهد

ای بيشـتر در کشـورهای    عفونت بـا شـيگلا سـونه   

کنـد و از آنجـا کـه ايـران نيـز جـزء        توسعه يافته بروز مي

باشد شـيوع   کشورهای توسعه يافته و يا در حال توسعه مي

ــونه  ــيگلا س ــاير    ش ــده و س ــالات متح ــبيه اي ای در آن ش

درصـد    ۷۰باشد يعنـی در بـيش از    کشورهای اروپايی مي

ويژه نـوزادان بـروز   ه سال و ب ۵ از ركمترد در کودکان موا

کند که به علت وضـعيت سيسـتم ايمنـی آنهـا و عـدم       مي

رعايت بهداشت فردی در آنها همانند بزرگسالان و سـاکن  

 ).۱۱، ۸(است) ها مهدکودک(ازدحام  های پر بودن در مکان

بنـدي   متعددي جهـت گـروه   طبقه بنديهاي  وشر

ــويه ــا س ــيگلا ه ــت ي ش ــده اس ــي ش ــابي . طراح در ارزي

در مطالعات اپيـدميولوژي بـر روي    طبقه بنديهاي  سيستم

جمله قدرت افتراقي  عوامل عفوني چندين معيار اساسي از

بسـيار مهـم    تکرارپـذيري و تکنيک، قابليـت تيـپ بنـدي    

چندين روش بر پايه فنوتيپي و يا ژنوتيپي جهت . باشند مي

  .   ستشيگلا طراحي گرديده ا طبقه بندي

بکار شيگلا  طبقه بنديهاي فنوتيپي که براي  روش

استفاده از پلـي  . اند قدرت افتراق دهندگي کمي دارند رفته

 Poly achryl amid gel ( آکريل آميد ژل الکتروفورز

electrophoresis( هـاي باکتريـايي    جهت آناليز پروتئين

ردن دار ک ـ بويژه هنگامي که با نشان .اي مؤثر است تا اندازه

متيونين يا با روش ايمنوبلاتينگ حساسيت تکنيک افزايش 

  و بر اساس آنـاليز پلاسـميدها    طبقه بنديهاي  سيستم. يابد
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اســتفاده  در مــورد شــيگلا وفاژتايپينــگ نيــزيباکتر

هاي  با روش شيگلا ناشي از هاي اما رديابي اپيدمي اند، شده

مـوارد  گير بوده و همچنـين در خيلـي از    سنتي بسيار وقت

از  را دميي ـهـاي دخيـل در اپ   توان بـه درسـتي سـويه    نمي

 ـ. هاي آندميک متمايز نمود سويه ه همچنين استفاده از آنها ب

هـايي   ها با محدوديت علت غيرقابل تيپ بندي برخي سويه

نيـاز اسـت از    ،جهت حـل ايـن مشـکل   . همراه بوده است

سـريع و   کم هزينـه، ، پذيري بالارتکرا هاي با قدرت روش

 ۵(دشـو اسـتفاده   شيگلاهاي  ايزوله طبقه بنديان جهت آس

،۶( .  

هاي بيولوژي مولکولي در بيشتر  کارگيري روشه ب

تمايـل بـه   هاي ميکروبيولوژي باعث شده است  آزمايشگاه

، PFGEجملــه  هــاي ژنوتايپينــگ از  روش اســتفاده از

ترن بلات قطعات برش داده ااساس آناليز سر ريبوتايپينگ ب

 PCRهـاي بـر پايـه     روش هـاي ريبـوزومي و   شده اپرون

و  AP-PCR ، RAPD-PCR  ،ERIC-PCRهماننــد 

REP-PCR  ۵(بيشتر شود( .  

هــا داراي  نيــز هماننــد بســياري از بــاکتري شــيگلا

طور تيپيک پس از ه هاي ريبوزومي متعددي بوده و ب اپرون

ترن بلات قطعات برش داده اريبوتايپينگ بر اساس آناليز س

بانـد کـاملاً    ۲۴اي ريبـوزومي، داراي حـدود   ه شده اپرون

اگرچـه قـدرت افتـراق دهنـدگي ايـن       ،باشـد  مشخص مي

هاي  هاي مربوط به آنزيم علت فراواني کم سايته تکنيک ب

  .استهاي ريبوزومي، محدود  برش دهنده در داخل اپرون

مولکولي بر اساس پلي مرفيسـم موجـود    هاي اخيراً تکنيک

تـوان   مي AP-PCRدر روش . اند طراحي شده DNAدر 

به شناسايي پلي مرفيسم ها در داخـل ژنـوم هـدف بـدون     

   .داشتن اطلاعاتي از سکانس نوکلوتيدهاي هدف پرداخت

    Random Amplified Polymorphic DNAروش 

)RAPD ( در حقيقت يک نوعPCR    تعديل شـده اسـت

ــديجهــت  ــه بن ــه طبق ــه ســريع ايزول ــا ک ــادر اســت  ه ق

، بـين  DNAهـاي   سـکانس  موجـود در هـاي   مرفيسم پلي

بـدون دانسـتن اطلاعـاتي از    شـيگلا  هـاي مختلـف    ايزوله

.  هدف را شناسايي نمايد DNAهاي نوکلئوتيدي  سکانس

شود که طول  در اين روش اغلب از يک پرايمر استفاده مي

که اين پرايمـر قـادر    نوکلئوتيد باشد ۵۰آن ممکن است تا 

ی جفت شده و با شروع هايی از ژنوم باکتر است به قسمت

 قطعــاتی از PCRهماننــد ســازی از آن در طــول چرخــه 

DNA     ــاکتری ــويه از ب ــر س ــرای ه ــه ب ــد ک ــد نماي تولي

اختصاصی و منحصر به فرد باشد به همـين دليـل بـه ايـن     

انگشــت نگــاری ژنــومی از ميکروارگانيســم نيــز  ،تکنيــک

ها در حـد   گويند و اين تکنيک قادر به شناسايی باکتري مي

تـوان از آن بـرای تعيـين خصوصـيات      مي باشد و ه ميسوي

مولکولی يک باکتری و آناليزهـای فيلوژنيـک و مطالعـات    

  .)۱۳،۱۶،۱۷(اپيدميولوژيک استفاده نمود

در اين بررسی سعی شد تا ميزان ابتلاء بـه شـيگلا   

ای در بيماران مبتلا به اسهال خونی مراجعه کننده بـه   سونه

بـا   ۱۳۸۵تا  ۱۳۸۱های   سال های تهران در طی بيمارستان

برای اولين بار در ايران و همچنين  RAPD-PCRروش 

الگوهای مقاومت آنتی بيوتيکی در سـويه هـای باکتريـايی    

  .گيرندای مورد بررسی قرار  شيگلا سونه

نتايج آنتی بيوگرام نشـان داد کـه بيشـتر از     بررسی

بـه کوتريموکسـازول و   ) ايزولـه  ۵٨(درصد سويه هـا    ٩۶

در حاليکه تمامی ايزوله ها . يديکسيک اسيد مقاوم بودندنال

حساس به سيپروفلوکساسين، جنتامايسين و ) درصد  ١٠٠(

بــه ) درصــد  ٨۵(ســويه  ۵١تعــداد سفترياکسـون بودنــد و 

ــداد   ــيکلين و تع ــيلين و تتراس ــويه ۵٩آموکســی س   ٩٨(س

تری متوپريم حساس بودند کـه نتـايج فـوق بـا      به) درصد

آمده توسط فرشاد و همکـاران در ايـران   مطالعات به عمل 

  ).۶(مطابقت دارد ۱۳۸۲ در سال

 ـ    عمـل آمـده توسـط    ه همچنين نتـايج پـژوهش ب

wang      و همکاران در مـورد الگـوی  حساسـيت دارويـی

ميلادی  ۲۰۰۵ها در سال  سويه های شيگلا به آنتی بيوتيک

ولـی بـا نتـايج    )  ۱۱(خوانی دارد  با نتايج اين پژوهش هم

همکــاران در ســال  و Bandoه از پــژوهش بدســت آمــد

). ۱۳(در کشور برزيـل انـدکی تفـاوت وجـود دارد     ۱۹۹۸

دليل متفاوت بودن الگوهای مقاومت ه شايد اين اختلاف ب

  . ای باشد های شيگلا سونه آنتی بيوتيکی در ميان سويه
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از    RAPD-PCRدر اين بررسـی جهـت انجـام   

نوکلئوتيـد اسـتفاده شـد و     ۱۰به طـول    ARB11پرايمر 

درصد افـراد مبـتلا بـه شـيگلا       ۳۳/۷۳مشخص گرديد که 

 دادند که سال سن تشکيل مي ۵كمتر از ای را کودکان  سونه

اي در پـنج گـروه مختلـف قـرار      ايزوله شـيگلا سـونه   ۶٠

 ٣٩ [قـرار داشـت   ١هـا در گـروه    گرفتند و بيشترين ايزوله

ن مشخص شد که اين روش، همچني و ])درصد ۶۵(مورد 

عنوان يک ابزار سـودمند و روشـی بـا قـدرت     ه تواند ب مي

های باکتريـايی در مطالعـات    افتراق بالا در تشخيص سويه

  .اپيدميولوژيکی مورد استفاده قرار گيرد

همکاران  در پژوهش به عمل آمده توسط فرشاد و

نمونه بيمار مبتلا به اسـهال   ٧١٩روی  که بر ١٣٨۵در سال 

های شيراز انجام گرفت با اسـتفاده از   ونی در بيمارستانخ

  ۳۹/۷۴در  توانسـتند  PCRهای آناليز پلاسميدی و  تکنيک

 و ايی را جدا کننـد  های شيگلا سونه ايزوله ،مبتلايان درصد

ای  مشخص شد که سويه غالب در کشور ما شـيگلا سـونه  

باشـد و روش آنـاليز    بوده و بيشتر در کودکـان شـايع مـي   

ــاط  پلا ــرای تشــخيص ارتب ســميدی را روشــی مناســب ب

های کلينيکـی در مطالعـات اپيـدميولوژيک     احتمالی ايزوله

  ).۶(يافتند

و همکـاران در    Bando ای که توسـط  در مطالعه

در سائوپائولو کشور برزيل برای تشخيص بين  ۱۹۹۸سال 

های  وسويه  (EIEC)انترواينوسيو های اشريشيا کلی ايزوله

 RAPDشيگلا انجام شد اين نتيجه حاصل شد که آنـاليز  

يـک اسـتراتژی بـا ارزش در     يک روش سريع، مناسـب و 

يک  تشخيص اختصاصی جنس، گونه و سويه باکتريايی و

  ).۱۳(باشد سودمند مي  DNA روش انگشت نگاری

اي کـه توسـط جعفـری و همکـاران در      در مطالعه

طـور همزمـان دو روش   ه ب ـشهر تهران انجام گرفت آنهـا  

ــگ و  ــخيص   RAPD-PCRريبوتايپينـ ــت تشـ را جهـ

ای مورد ارزيابی قـرار دادنـد و بـه     های شيگلا سونه ايزوله

اين نتيجه رسـيدند کـه روش ريبوتايپينـگ بـا اسـتفاده از      

هـای   روش مفيدی در تشـخيص ايزولـه   MulIاندونوکلئاز

 ۴باشـد و براسـاس آن ايزولـه هـا در      ای مـي  شيگلا سونه

بـا   RAPD-PCRالگوی متفاوت قرار گرفتند امـا روش  

دارای قـدرت افتـراق و تشـخيص     ۱۲۳۸استفاده از پرايمر

هـا   بهتری نسبت به ريبوتايپينگ بوده و بر اساس آن ايزوله

گروه متفاوت قرار گرفتند که هر گروه دارای الگـوی   ۵در 

کـه نتـايج   ) ۱۸(باشد مقاومت آنتی بيوتيکی خاص خود مي

فـوق همگـی بـا نتـايج حاصـل از ايـن بررسـی        مطالعات 

  .همخوانی و مطابقت دارند

در مطالعــه ای کــه توســط رنجبــر و همکــاران بــا 

در شـهر تهـران     RAPD-PCRاستفاده از ريبوتايپينگ و

 ،PvuII های انجام گرفت در روش ريبوتايپينگ از آنزيم

HindII   ،HindIII   وSalI   و در روشRAPD  از

استفاده نمودنـد کـه     AP-PG05و ARB11پرايمرهای 

هــا ايجــاد  در اســتفاده از روش ريبوتايپينــگ همــه ايزولــه

کرد ولی  تايی مي ۱۶و  ۹ترتيب ه قطعات مولکولی مشابه ب

باند غير قابل تشـخيص در تمـام    ۹ايجاد  RAPDروش 

هـای شـيگلا نمـود کـه نشـان دهنـده يـک الگـوی          ايزوله

ای بـود و   گلا سونهمولکولی منفرد در تمام ايزوله های شي

بر اساس آن نتيجه گرفتند که يک گروه کـاملا همـوژن از   

های ايجاد شده در  ای عامل عفونت سويه های شيگلا سونه

 RAPDهای تهران بوده است و بنابراين روش  بيمارستان

ــری در تشــخيص ســويه را روش مناســب هــای شــيگلا  ت

  ).۲۲(دانست مي

Killgore و Kato  از روشAP-PCR  ــراي ب

ــگ  ــدمي     ۴۱تايپينـ ــک اپيـ ــده از يـ ــدا شـ ــه جـ ايزولـ

)Clostridium difficile associated diarrhaea (

آنهـــا نتـــايج ايـــن روش را بـــا ). ۲۰(اســـتفاده نمودنـــد

 ۳۳ايمونوبلاتينگ مقايسه کردند و گزارش نمودند کـه در  

اي کـه بـا روش ايمونوبلاتينـگ قابـل      ايزولـه  ۳۴ايزوله از 

خواني  ايج هر دو روش با همديگر همبندي بودند، نت تيپ

اي که با روش ايمونوبلاتينـگ قابـل    اما هفت ايزوله داشت

ــا روش   ــد ب ــدي نبودن ــپ بن ــدي  AP-PCRتي ــپ بن تي

  ).۲۰(شدند

 Barbut  ــاران از روش  و ــا  RAPDهمکــ بــ

و  AP4نـام هـاي   ه نوکلئوتيدي ب ۱۰استفاده از دو پرايمر 
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AP5 م ديفيسيل جدا هاي کلستريديو جهت تايپينگ ايزوله

ــه     ــتلا ب ــدزي مب ــاران اي ــده از بيم ــتفاده  CDADش اس

ايزوله جدا شده  ۲۵آنها گزارش نمودند که در  ).۱(نمودند

يکسان بوده و نتيجه گرفتند کـه   PCRبيمار الگوي  ۱۵از 

آنها همچنـين ادعـا   . عفونت با يک سويه اتفاق افتاده است

و يـک  بسيار آسان بوده  RAPDنمودند که انجام تکنيک 

هاي کلستريديوم ديفيسيل  ايزوله طبقه بنديروش مؤثر در 

  .  )۲۱(آيد به حساب مي

هـايي از عفونـت شـيگلا     هاي اخير اپيدمي در سال

عنوان يک مشـکل مهـم در بهداشـت عمـومي     ه اي ب سونه

در مطالعـه حاضـر پروفايـل ژنوميـک     . مطرح شـده اسـت  

هاي شـهر   جدا شده از بيمارستاناي  هاي شيگلا سونه سويه

  .تعيين گرديد RAPD-PCRتهران با روش 

در مطالعات گذشته مشخص گرديده است که سن 

عنوان يک فاکتور خطر در ابتلا به عفونت شيگلا عمـل  ه ب

هاي کمتر از يک سال در معرض خطر ابتلا  نمايد و بچه مي

هـا از   در مطالعـه حاضـر بيشـتر سـويه    . به عفونت هسـتند 

اطلاعــات . ســال ايزولــه گرديــد   ۶ كمتــر ازدکــان کو

هـا توزيـع    ايزولاسيون هر سويه نشان داد که بـين بـاکتري  

) درصد ۸۵(فصلي وجود دارد و بيشترين ميزان ايزولاسيون

بوده اسـت و ايـن    )خرداد تا مهر ماه(هاي گرم سال  در ماه

دهد که بين شرايط محـيط و ارگانيسـم    اطلاعات نشان مي

  .دارد ارتباط وجود

و همکـاران   Ming Leeاي که توسـط   در مطالعه

اي ايزوله شـده از سـه    برروي آناليز مولوکولي شيگلا سونه

هاي مدرسه انجام گرفت مشخص گرديد با  اپيدمي در بچه

ايزوله شيگلا  ۶۶ده الگوي مختلف در ميان  PFGEروش 

تنهـا   Hind2اي و با روش ريبوتيپينگ با اسـتفاده از   سونه

  ).۷(وله الگوي متفاوت از بقيه داشتيک ايز

ــه    RAPD- PCRمطالعــه حاضــر نشــان داد ک

 ۵قدرت تمايز دهندگي نسبتاً مناسبي دارد و ايزوله هـا در  

ها در يک گروه  درصد سويه ۶۵بندي شدند و  گروه تقسيم

انتقـال  كه دارد از آن و اين حکايت  مي گرفتندخاص قرار 

و اسـت  داشـته   ها وجـود  شخص به شخص در بين ايزوله

ايـن مطالعـه اطلاعـات    . اين گروه مشابه يک منشاء دارنـد 

اي فــراهم نمــود و مشــخص گرديــد کــه بــه کمــک  پايــه

RAPD-PCR طبقـه بنـدي  صورت روتين به ه توان ب مي 

اي  عنـوان وسـيله  ه اي پرداخت و ب هاي شيگلا سونه ايزوله

هـا از آن اسـتفاده    جهت ارزيابي و تشخيص منبـع اپيـدمي  

  .نمود

همکـاران   و  Chien-Kuاي که توسـط  در مطالعه

 O157:H7/NMدر تشخيص سويه های اشريشـيا کلـی   

را يـک   RAPD- PCRبه عمل آمد ضـمن اينکـه روش   

دانـد   های باکتريايی مـي  روش مناسب برای تشخيص سويه

با توجه به اينكه سويه  .کند معايب اين روش را نيز ذکر مي

انتروباکترياسـه قرابـت    هاي باكتريايي و مخصوصاً خانواده

اگـر پرايمرهـای مـورد    دارد ژنتيکی زياد و نزديکی وجود 

نشوند و يا در واکنش   Blastاستفاده به درستی طراحی و

 انجـام بدرسـتی  پديده سرد شدن آهسـته   PCRای  زنجيره

روش نشود احتمال وجود نتايج منفی و يا مثبت کاذب در 

  ).۱۶(ناپذير خواهد بود اجتناب RAPD-PCRآزمايش 

  

  نتيجه گيري

تـوان گفـت کـه دلايـل      در نتيجه گيري نهايي مـي 

دهنـد شـيگلا بواسـطه     متعددي وجود دارند كه نشـان مـي  

چندين فاكتور و ويژگي از جمله دوز عفوني كننده خيلـي  

بـاكتري بـراي    ۱۰۰كه تنها وجود  طوريه ب(پايين باكتري 

هاي انتقال متعدد از جمله  ، راه)كند ميايجاد علائم كفايت 

جان، حشـرات، انتقـال از    آب آلوده، مواد غذايي، ناقلين بي

طريق دسـت و مقاومـت دارويـي روز افـزون و گسـترده      

هـا كـه امـروزه بـه عنـوان يكـي از        نسبت به آنتي بيوتيك

باشند، از طرفي  ترين مشكلات علم پزشكي مطرح مي مهم

هـاي ثانويـه در جامعـه،     اد عفونتايج قدرت انتشار بالا و

مرگ و مير نسبتاً بـالا و ايجـاد عـوارض دسـتگاه عصـبي      

ــر و    ــندرم رايت ــك، س ــي هموليتي ــندروم اورم ــزي، س مرك

عنوان يك تهديـد بهداشـتي   ه تواند ب عوارض گوارشي مي

 RAPD-PCR  مطالعه حاضر نشان داد كـه . مطرح باشد

ــدگي نســبتاً مناســبي دارد و   ــدرت تمايزدهن درصــد  ۶۵ق

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 ... اي اپيدميولوژي شيگلا سونهبررسي مولكولار                             ٢٨٨

 

  ١٣٨٩١٣٨٩  ،،٣٣هه، شمار، شمار٩٩مجله علمي پزشكي، دوره مجله علمي پزشكي، دوره 
 

گيرند كه حكايـت از   ها در يك گروه خاص قرار مي سويه

هـا داشـته و ايـن     انتقال شخص به شخص در بـين ايزولـه  

  .گروه مشابه داراي يك منشاء هستند

ــه  ــات پاي ــه اطلاع ــن مطالع ــود و  اي ــراهم نم اي ف

 ـ  مي RAPD-PCRمشخص گرديد كه به كمك  ه تـوان ب

اي  سـونه هاي شـيگلا   ايزوله طبقه بنديصورت معمول به 

اي مناسـب جهـت ارزيـابي و     پرداخت و به عنوان وسـيله 

  .ها از آن استفاده نمود تشخيص منبع اپيدمي
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Abstract 

Backgrond and Objective: Bloody diarrhea (Shigellosis) is caused by different species of 
Shigella and is often seen in children befor than under 15 years old must be aded. less than 
15 years of age. This disease is extremely contagious, epidemic and endemic in communities 
with low level hygiene and in majority of cases is accompanied with hemolytic uremia 
syndrome and decreased children's growth. As the rate of infection by Shigella soneii among 
different ranges of age is considered as an indicator of hygiene level, this study was designed 
to detect the rate of infection by Shigella sonei among different ranges of ages in Tehran by 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR) between 2002-2006.  
Subjects and Methods: In this study totally 60 isolates of Shigella soneii taken from 36 
(60%) boys and 24 (40%) girls were studied. All isolates were primary confirmed as Shigella 
species by biochemical (Motility, MR, Citrate, H2S, Indole, Lysin decarboxylase, Ornitin 
decarboxylase, ONPG) and serologic tests; then all isolates were finally confirmed as Shigella 
soneii by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR) test. Among all 60 patients, 
the highest rate of infection with Shigella soneii belonged to 1-2 year-old group  (36/7%). 
Furthermore, the lowest rate of infection belonged to group with more than 9 years of age 
(1/6%).  
Conclusion: This study showed that RAPD PCR method had a relative good discrimination 
power, and was a good method for typing of Shigella isolates in molecular epidemiological 
studies according to its high discrimination power, typing ability, reproducibility, low cost, 
rapidity and easy of use.  
Sci Med J 2010; 9(3):279-289 
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